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IZVLEČEK V SLOVENSKEM JEZIKU 
V tkivnem inženirstvu in regenerativni medicini najsodobnejše oblike zdravljenja vključujejo 
regeneracijo poškodovanega tkiva s pomočjo matičnih celic. Te matične celice potrebujejo 
ustrezno podlago, na katero se lahko pritrdijo in na kateri se lahko diferencirajo in razvijajo. 
Takšnim podlagam pravimo nosilci in jih lahko tridimenzionalno natisnemo. Ker se poškodbe 
od pacienta do pacienta razlikujejo, so te nosilci individualni za vsako poškodbo posebej. 
Materiali za tridimenzionalno tiskanje takšnih nosilcev morajo biti biokompatibilni in 
biorazgradljivi – imenujemo jih biočrnila. Eden izmed takih materialov, je tudi fibroin, ki je 
protein, pridobljen iz svile. Cilj diplomske naloge je bil preučiti reološke lastnosti biočrnila iz 
različnih sestav svilnega fibroina, gelanskega gumija in ionov Ca2+ in določiti najprimernejšo 
sestavo za tridimenzionalno tiskanje. Delež gelanskega gumija v biočrnilu mora biti čim nižji, 
samo biočrnilo pa mora imeti take viskoelastične lastnosti, da je omogočeno tiskanje v 
temperaturnem območju, ki ne povzroča denaturacije proteina. V okviru diplomskega dela smo 
pomerili reološke in mehanske lastnosti hidrogelnih nosilcev različnih sestav. Rezultati so 
pokazali, da je najprimernejše biočrnilo za tridimenzionalni tisk sestave 50 vol.% fibroina, 50 
vol.% gelanskega gumija in 0,04 ml raztopine CaCl2 s koncentracijo 300 mM, saj gelira pri 
nižjih temperaturah z ozkim intervalom in pri sobni temperaturi formira čvrst gel. 
 



























State of the art treatment in regenerative medicine includes regeneration of damaged tissue by 
cell tissue engineering. In order to form a new tissue, cells need an appropriate substrate to 
which they can be attached and on which they can differentiate and proliferate. Such substrates 
are called scaffolds. Since the size and shape of the defect is different from patient to patient, 
the optimal scaffold should also be individual for each patient. 3D printing enables to precisely 
control the architecture and microstructure of the scaffold as well as scaffold can be designed 
for each individual. The materials used for 3D printing, called bioinks, have to be biocompatible 
and biodegradable. Fibroin, a protein derived from silk, is one of such biomaterials. The aim of 
the diploma was to study the rheological properties of bioinks with different composition of 
silk fibroin, gellan gum and Ca2+ ions and to determine the most suitable composition for three-
dimensional printing. The proportion of gellan gum in bioink must be as low as possible, and 
the bioink must have viscoelastic properties that enable printing in a temperature range that 
does not cause protein denaturation. In the diploma thesis, the rheological and mechanical 
properties of hydrogel scaffolds of various compositions were measured. The results showed 
that fibroin can be used as a bioink material when combined with gellan gum. The most suitable 
bioink composition for the three-dimensional printing is 50 % fibroin, 50 % gellan gum and 
0.04 ml solution of CaCl2 at a concentration of 300 mM, since it gels at lower temperatures 
with a narrow interval and forms a solid gel at room temperature. 
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SEZNAM OKRAJŠAV IN POSEBNIH SIMBOLOV 
 
SF         svilni fibroin 
GG        gelanski gumi 
G’         strižni elastični modul 
G’’        strižni disipativni modul 
3D        tridimenzionalno  
GG2      vzorec pripravljen iz 2% vodne raztopine gelanskega gumija 
GG1.5   vzorec pripravljen iz 1,5% vodne raztopine gelanskega gumija 
GG1      vzorec pripravljen iz 1% vodne raztopine gelanskega gumija 
GG0.5                   vzorec pripravljen iz 0,5% vodne raztopine gelanskega gumija 
B75-0   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 75 % GG 
B75-2   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 75 % GG in 0,02 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM     
B75-4   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 75 % GG in 0,04 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM     
B75-6   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 75 % GG in 0,06 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM         
B75-8   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 75 % GG in 0,08 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM             
B50-0   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 50 % GG  
B50-2   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 50 % GG in 0,02 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM             
B50-4   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 50 % GG in 0,04 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM             
B50-6   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 50 % GG in 0,06 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM             
B50-8   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 50 % GG in 0,08 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM            
B25-0   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 25 % GG  
B25-2   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 25 % GG in 0,02 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM 
B25-4   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 25 % GG in 0,04 ml CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM 
B25-6   vzorec pripravljen iz raztopine SF in GG s 25 % GG in 0,06 ml CaCl2 s 







1. UVODNO POGLAVJE 
1.1. NAMEN   
Najsodobnejše oblike zdravljenja poškodovanih tkiv temeljijo na tkivnem inženirstvu. Te 
uporabljajo pacientu lastne ali tuje celice v kombinaciji s celičnim nosilcem, ki v ustreznih 
pogojih, ki jih ponuja človeško telo, obnovijo poškodovano tkivo. Ker pa se fiziologija tkiva 
kot tudi oblike poškodb razlikujejo od pacienta do pacienta, je potreba po obliki in arhitekturi 
nosilca individualna za vsakega pacienta posebej. 
Materialom, ki sestavljajo te nosilce, pravimo biomateriali, kadar jih uporabljamo za tiskanje, 
pa biočrnila.  Eden izmed takih biočrnil na osnovi naravnih biopolimerov je tudi svila, saj ima 
visoko natezno trdnost in dobro biokompatibilnost. Svila, ki je proizvod sviloprejke Bombyx 
mori, je sestavljena iz prevladujočega fibroina in sericina. Vendar pa svile same po sebi ne 
moremo tridimenzionalno (3D) tiskati, ker je njeno geliranje izredno počasno. Zato takemu 
kompozitnemu materialu dodajamo gelanski gumi (GG), ki lahko zagotovi ustrezne 
viskoelastične lastnosti za 3D tiskanje. 
1.2. HIPOTEZA 
Domnevamo, da za 3D tiskanje lahko uporabljamo naravni polimer fibroin, če mu dodamo 
termoobčutljiv polisaharid gelanski gumi. 
1.3. CILJI 
Cilj diplomske naloge je pripraviti in karakterizirati biočrnilo iz fibroina in gelanskega gumija 
ter ju zamrežiti z ioni Ca2+ (SF-GG-Ca2+). S pripravo različnih sestav, merjenjem reoloških 
lastnosti biočrnil in analize rezultatov bi nato določili najprimernejše sestavo za tiskanje. Ta 
mora s svojimi viskoelastičnimi lastnostmi omogočiti tiskanje v temperaturnem območju, ki ne 
povzroča denaturacije proteina, delež gelanskega gumija pa mora biti v biočrnilu čim nižji. 
Iz izbranih sestav biočrnila za 3D tisk bi nato pripravili celične nosilce, katerim bi določili 
modul elastičnosti z merjenjem kompresije. S tem bi izmerili mehanske lastnosti celičnih 
nosilcev. 
Poleg omenjenih reoloških in mehanskih lastnosti je cilj tudi seznaniti se z metodo izolacije 







2. TEORETIČNI DEL  
2.1. 3D TISK 
Dodajalne tehnologije oziroma 3D tiskanje je gonilna sila na številnih področjih, kot so 
strojništvo, izobraževanje, proizvodnja, umetnost in medicina. Prav na področju medicine je 
3D biotiskanje človeških tkiv povzročilo pomemben razvoj in napredek. V prihodnjih 20 letih 
se pričakuje velik razvoj uporabe tiska v medicini. S pomočjo biotiskalnikov se lahko izdelujejo 
različna tkiva, ki omogočajo uporabo pri testiranju novih zdravil. Pričakuje pa se tudi razvoj 
biotiska in vivo, s katerim se bo omogočilo nanašanje kultiviranih celic neposredno na zunanjo 
rano in celo na poškodbo v telesu [1] [2].  
Tiskanje celotnih tkivnih struktur je kritičen korak, zato je trenutna pozornost usmerjena na 
tiskanje konstruktov, ki omogočajo kasneje naseljenim celicam rast in razvoj. Ti konstrukti so 
običajno porozni in razgradljivi nosilci, ki dajejo celicam primerno okolje za rast, razvoj in 
pretok hranil ter začasno mehansko oporo. Tiska se jih z  natančnostjo nekaj mikrometrov. 
Obstaja več tehnik 3D tiskanja; ena izmed njih je tudi modeliranje s spajanjem slojev [3].  
2.2. MODELIRANJE S SPAJANJEM SLOJEV 
Modeliranje s spajanjem slojev (ang. Fused deposition modeling, FDM) je dodajalna 
tehnologija, ki omogoča proizvodnjo kakovostnih prototipov in končnih produktov. Z njo se 
izdela trirazsežno telo neposredno iz 3D CAD modela v kakršnikoli obliki. Deluje na principu 
ekstrudiranja tekočega materiala iz šobe, ki se dodaja po plasteh. Nato se delovna plošča za 
debelino sloja spusti v smeri z-osi in ponovno opiše površino predmeta. Pri tem se staljeni 
material sprime s predhodno natisnjenim, ki je tudi opora za naslednjega. Po potrebi se lahko 
natisnejo tudi podporne strukture. Z metodo modeliranja s spajanjem slojev je mogoče stiskati 
celične nosilce iz polimernih materialov [4] [5].  
2.2.1. 3D tiskanje nosilcev za regenerativno medicino  
2.2.1.1. Celični nosilci 
Celični nosilci se v regenerativni medicini in tkivnem inženirstvu uporabljajo kot začasna opora 
celicam. Ti nosilci začasno posnemajo ekstracelularno matriko, tako da zagotavljajo strukturno 
podporo, spodbujajo povezovanje, razmnoževanje in diferenciacijo. Celični nosilci morajo 
imeti določeno poroznost, ki omogoča uspešno rast in prehod hranilnih in odpadnih snovi, ter 
zadostne mehanske lastnosti. Med rastjo in diferenciacijo celic morajo biti nosilci sposobni 
prenesti določene obremenitve, sicer bi njihov propad povzročil slabo difuzijo kisika, hranil in 
odpadnih snovi, kar pa bi posledično vodilo v neučinkovito tvorbo tkiva. Mehanska stabilnost 
nosilcev mora biti tako strukturno trdna, da lahko vzdrži dnevne aktivnosti in vsakodnevno 
gibanje telesa [6]. 
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Najpomembnejše lastnosti materialov, ki sestavljajo celične nosilce, so biokompatibilnost1, 
biorazgradljivost2 in netoksičnost3, pri čemer tudi produkti razgradnje nosilca ne smejo biti 
toksični. Celični nosilci se morajo razgraditi v biokompatibilne fragmente ali monomere, ki jih 
gostiteljske celice lahko presnavljajo. Hkrati pa se mora hitrost razgradnje samega nosilca 
ujemati s hitrostjo rasti tkiva. Neusklajena hitrost lahko privede do prezgodnje odpovedi tkiva 
[6].  
Materialom, ki sestavljajo te nosilce, pravimo biomateriali, kadar jih uporabljamo za tiskanje, 
pa biočrnila.  Danes je mogoč 3D tisk zapletenih tkivnih struktur s pomočjo teh novih biočrnil. 
Biočrnila na osnovi biopolimerov, kot so kolagen, želatina, hialuronska kislina, svila, alginat in 
nanoceluloza, so znani po svojih ugodnih biokompatibilnih lastnostih in so privlačni materiali 
za 3D tisk. Celični nosilci, izdelani s 3D tiskanjem, so prilagojeni potrebam vsakega pacienta 
posebej. 
2.2.1.2. Črnila za 3D tiskanje 
Biočrnila so sestavljena iz tekočine in delcev, pri čemer so delci lahko makromolekule 
polisaharidov ali polimerov. To so materiali, ki jih lahko tiskamo in ki po tiskanju obdržijo 
obliko, ki celicam nudijo podlago za adhezijo, proliferacijo in diferenciacijo ter mehansko 
oporo. Obstaja več materialov, ki so primerni za biočrnila, polimerni in polisaharidni. Od tega 
so polimerni materiali najbolj uporabljeni v obliki hidrogelov. Hidrogeli so privlačni 
biomateriali za tkivno inženirstvo, saj imajo prilagodljive mehanske lastnosti, so 
biokompatibilni in imajo sposobnost hidratacije, medtem ko se s časom v telesu njihova 3D 
struktura poruši in razgradi. Poleg tega hidratacijske lastnosti hidrogelov omogočajo, da 
posnemajo tiste v biološkem tkivu [7]. 
Obstajajo sintetični in naravni biopolimeri. Sintetični biopolimeri dosegajo visoke mehanske 
trdnosti, vendar pa njihovi produkti degradacije pogosto povzročajo vnetja. Poleg sintetičnih 
biopolimerov, kot je npr. polietilen glikol (PEG), obstajajo tudi naravni biopolimeri, ki so bolj 
biokompatibilni in bioaktivni4, vendar ne dosegajo tako dobrih mehanskih lastnosti. Naravni 
biopolimeri, primerni za izdelavo nosilcev, so proteini (kolagen, elastin, keratin, svila…) in 
polisaharidi (celuloza, hitin, alginat, agaroza, hialuronska kislina…). Od tega je za uporabo v 
tkivnem inženirstvu najbolj priljubljen kolagen tipa 1 [6].   
Eden izmed naravnih biopolimerov z visokim elastičnim modulom in dobro 
biokompatibilnostjo je tudi svila. Ta ima v primerjavi z drugimi naravnimi biopolimeri boljše 
                                                 
1 Biokompatibilnost je sposobnost pravilnega odziva materiala v odnosu do gostitelja.  
2 Biorazgradljivost je razpad ali raztapljanje biomateriala (vsadka, nosilca) zaradi topnosti ali kot posledica 
posredovanja bioloških delavnikov na manjše fragmente, ki lahko oddifundirajo z mesta vsadka. 
3 Biotoksičnost je patološka sprememba ali zavrnitev živega tkiva v bližini materiala zaradi kemičnega, 
galvanskega ali drugega procesa. 
4 Bioaktivnost je nastanek neposrednih biokemičnih vezi celic s površino materiala in njihova prosta rast. 
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mehanske lastnosti. Nekaj vrednosti natezne trdnosti in elastičnega modula za različne 
biopolimere je prikazanih v tabeli 1 [8].   
Preglednica 1: Vrednosti nateznih trdnosti in elastičnih modulov za različne polimerne materiale [8]. 
Material Natezna trdnost [Mpa] Elastični modul [Gpa] 
B. mori svila (s sericinom) 500 5–12 
B. mori svila (brez sericina) 610–690 15–17 
B. mori svila 740 10 
Pajkova svila 875–972 11–13 
Kolagen 0,9–7,4 0,0018–0,046 
PLA (polilaktična kislina) 28–50 1,2–3,0 
Kost 160 20 
Kevlar 3600 130 
Sintetična guma 50 0,001 
 
2.3. SVILA 
Svila je biorazgradljiv naravni polimer, pridobljen iz kokonov sviloprejke Bombyx mori (slika 
1). Znana je po svoji biokompatibilnosti, biorazgradljivosti, izrednih mehanskih lastnostih, kot 
sta visoka natezna trdnost in elastični modul. Že stoletja se uporablja v tekstilni industriji in 
desetletja v medicini za šivanje ran, svoje mesto pa je z napredkom v znanju procesiranja svile 
našla tudi v tkivnem inženirstvu [9]. 
 
Slika 1: Kokoni sviloprejke Bombyx mori [10]. 
Svila je sestavljena iz dveh proteinov, fibroina (70 %) in sericina (30 %), ki povezuje fibroinska 
vlakna. Ker lahko sericin povzroči  negativen imunski odziv,  se v večini uporablja le fibroin. 
Fibroin pri svili iz B. mori je sestavljen iz lahke verige (25 kDa) in težke verige (350 kDa), ki 
ju povezuje disulfidna vez. Na verige je nekovalentno vezan tudi glikoprotein (25 kDa). Težke 
verige so sestavljene iz glicina (45 %), alanina (29 %) in serina (12 %) v ponavljajočem se 
zaporedju GSGAGA, kar predstavlja primarno strukturo fibroina (slika 2). Te verige lahko 
tvorijo antiparalelne beta ravnine, alfa vijačnice in naključne klobčiče, kar predstavlja 
sekundarno strukturo fibroina (slika 3). Beta ravnine so pomembne za mehansko trdnost 
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fibroina. Stopnja razgradnje in mehanska trdnost celičnih nosilcev iz svile sta tako odvisni od  
beta ravnin, t. i. kristaliničnosti proteina [9].  
 
Slika 2: Primarna struktura SF z značilnim aminokislinskim zaporedjem [11]. 
 
Slika 3: Sekundarna struktura SF [12]. 
2.3.1. Svila v regenerativni medicini 
V tkivnem inženirstvu in regenerativni medicini se svila uporablja v obliki ogrodij, hidrogelov, 
plasti in niti. Uporablja se za zdravljenje večjih poškodb kosti, hrustančnega tkiva, mišic, 
živcev, kože, hrbtenice. Pri uporabi svile za konstrukcijo celičnih nosilcev mora ta imeti 
določene mehanske lastnosti, ustrezno arhitekturo in hitrost razgradnje.  Za celične nosilce na 
osnovi samega fibroina je značilna dobra biokompatibilnost, ki je primerljiva s kolagenom [8]. 
Svilo lahko pripravimo v obliki raztopine,  vendar pa takšne raztopine kljub visoki viskoznosti 
ne moremo tiskati. Njeno geliranje je namreč izredno počasno. Geliranje svilnega fibroina se 
zgodi, ko se njena sekundarna struktura preuredi v beta ravnine. Beta ravnine s svojo urejeno 
strukturo stabilizirajo gel in tako material pridobi mehansko trdnost. Geliranje povzročajo 
sprememba pH vrednosti raztopine, koncentracija soli in vsebnosti vode, povišanje temperature 
ali strižne sile (vrtenje).  Geliranje fibroina je počasno. Najhitreje ga lahko dosežemo z 
odvzemom vode oziroma dodajanjem alkoholov [13, 14]. 
2.4. GELANSKI GUMI 
Gelanski gumi je naravni polimer, ki ga izloča bakterija Sphingomonas pancimobilis. Ta 
polisaharid sestavljajo ponavljajoče se enote glukoze, ramnoze in glukuronske kisline s 
karboksilno stransko skupino. Je vodotopen, sivo-bel prah, običajno z molekulsko maso nad 
500 kDa [15].  
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Primarno se uporablja v prehrambni industriji kot zgoščevalec in stabilizator, ki preprečuje 
ločevanje sestavin. Najdemo ga lahko v mnogih živilskih proizvodih, kot so mlečne čokolade, 
slaščice, jogurti, veganski produkti, prelivi, namazi, sladice, mlečni produkti, rezanci itd. Je 
eden dražjih hidrokoloidov, ki se uporabljajo v prehrambni industriji. Poleg prehranske 
industrije se uporablja tudi v farmaciji in biomedicini kot šibki ali trdni hidrogel. Uporablja se 
tudi v losjonih, kremah, ličilih, zobni pasti in produktih za nego las. V biotehnologiji se 
uporablja kot nadomestek agarja za rast različnih mikroorganizmov [16]. 
Poznamo dve obliki gelanskega gumija: z nizko vsebnostjo acilnih skupin in z visoko 
vsebnostjo acilnih skupin, ki ju lahko tudi zmešamo (slika 4). Gelanski gumi z visoko 
vsebnostjo acilnih skupin ima dodani dve acilni skupini – acetatno in alginatno. Takšen gel je 
mehek, elastičen in žilav. Gelanski gumi z nizko vsebnostjo acilnih skupin tvori trden, 
neelastičen, krhek gel [16].  
Gel z visoko vsebnostjo acilnih skupin je topen v vroči vodi in gelira z ohlajanjem, ki je termo–
reverzibilen proces. Gel z nizko vsebnostjo acilnih skupin pa tvori gel le ob dodatku kationov. 
Tako lahko debelino in teksturo gelanskega gumija v različnih izdelkih nadzorujemo z 
dodajanje kalija, magnezija, kalcija in/ali natrijeve soli in istočasnim odvzemanjem acetilnih 
skupin. Raztopina gelanskega gumija gelira pri zelo majhni koncentraciji dodanih ionov [16].  
 
Slika 4: Struktura GG z visoko (A) in nizko (B) vsebnostjo acilnih skupin [16]. 
2.5. REOLOGIJA 
Reologija je veda, ki opisuje zveze med napetostmi in deformacijami v materialu. Merjenje 
reoloških lastnosti je primerno za vse materiale; od tekočin, kot so razredčene raztopine 
polimerov in surfaktantov, poltrdnih snovi, kot so paste in kreme, do trdnih polimerov in celo 
asfalta. Za merjenje volumenskih vzorcev lahko uporabimo mehanski reometer. Na mikro ravni 
se lahko uporabi mikrokapilarni viskozimeter ali pa kakšna druga optična tehnika, npr. 
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mikroreologija. Najpomembnejše lastnosti za razumevanje reologije so strižna napetost5, 
strižna hitrost6 in viskoznost7. S pomočjo reologije vrednotimo mehanske lastnosti tekočin ter 
viskoelastičnih trdih in poltrdih snovi [17]. 
2.5.1. Viskoelastičnost 
Viskoelastičnost je lastnost snovi, da lahko ta hkrati izkazuje tako viskozne kot elastične8 
lastnosti. Viskoelastični materiali izkazujejo tako viskozno obnašanje, kot tudi elastično 
obnašanje, ki pa je lastnost trdih snovi. Ti materiali pod vplivom strižne sile izkazujejo različne 
odzive. Poleg tega poznamo več reoloških modelov, ki jih opisujeta Hookeov in Newtonov 
zakon. Hookeov zakon pravi, da je strižna napetost premo sorazmerna strižni deformaciji in 
velja za idealna trda telesa. Newtonov zakon pravi, da je strižna napetost premo sorazmerna 
hitrosti deformacije in velja za idealne tekočine. Te reološke modele sestavlja poljubno število 
vzmeti (H) in dušilk (N), ki so lahko vezane vzporedno ali zaporedno [17].  
2.5.1.1. Kelvin-Voightov viskoelastični reološki model  
Za Kelvin-Voightov reološki model je značilno, da sta vzporedno vezana elastično (H-vzmet) 
in viskozno telo (N-dušilka). To je prikazano na sliki 5. Pravilo za vzporedno vezavo Kelvin-
Voightovega reološkega modela pravi, da so deformacije in njeni odvodi po času za H, N in K 
enaki, napetosti v H in N pa se seštevajo [18]. 
 
Slika 5: Shema Kelvin-Voightovega reološkega modela [18].  








𝐾,                                             (2) 
                                                 
5 Strižna napetost je delovanje sil v smeri gibanja tekočine na površino.  
6 Strižna hitrost je gradient hitrosti oz. hitrost strižne deformacije glede na razdaljo med dvema ploščama.  
7 Viskoznost je lastnost tekočine, ki določa, kako »lahko« oz. »težko« teče tekočina. Predstavlja notranje trenje 
tekočine. Bolj ko je tekočina viskozna, težje teče.  
8 Elastičnost je sposobnost materiala, da se odzove na izkrivljajoči vpliv ali deformacijsko silo in se povrne v 
prvotno velikost in obliko, ko se ta vpliv odstrani. 
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kjer so 𝑠𝑖𝑗 deviator napetosti, 𝑒𝑖𝑗 deviator deformacij in 𝐷𝑛 operator odvoda po času [18]. 
2.5.1.2. Maxwellov viskoelastični reološki model  
Za Maxwellov reološki model je značilno ravno obratno; deformacije in njeni odvodi po času 
za H, N in K se seštevajo, napetosti v H in N pa so enake. Elastično (H) in viskozno telo (N) 
sta vezana zaporedno, kar lahko vidimo na sliki 6 [18].  
 
 
Slika 6: Shema Maxwellovega reološkega modela [18]. 








𝑀.                                             (4) 
Ta osnovna modela se lahko združita na poljubne načine. Obstaja mnogo načinov merjenja 
viskoelastičnih lastnosti biomaterialov, kot so reometer, cutometer in DMA.  
2.5.2. Močni in šibki geli 
Klasifikacija reoloških tekočin je razvejana, vendar je treba omeniti, da poznamo močne in 
šibke gele. Šibki geli so »strukturirane« tekočine, ki so livne in viskoelastične ter tečejo. Šibki 
geli imajo elastični modul (G') manj kot 2 reda velikosti večji kot disipativni modul (G''), G' pa 
se spreminja s spremembo frekvence deformacije. Pri velikih deformacijah šibki geli tečejo 
brez porušitve. 
Močni geli so samostoječi materiali, podobni trdnim snovem, ki ne »tečejo«, ampak se pri 
velikih deformacijah zlomijo/porušijo. Za močne gele je značilno, da sta oba modula pri 
majhnih deformacijah neodvisna od frekvence in da je G' za približno dva velikostna reda 
večji od G". Elastični modul merimo s testom kompresije [17].  
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2.6. ENOOSNA TLAČNA NAPETOST 
Vsak material se pod vplivom zunanjih sil deformira. Čim večji je odpor proti deformacijam, 
tem večja je napetost v materialu. Napetosti so lahko normalne (σ) ali tagencialne–strižne (τ) 
[19]. 
Normalni napetosti, ki je usmerjena pravokotno v material, pravimo tlačna napetost. Predznak 
tlačnih napetosti in deformacij je negativen. Definiramo jo kot silo na enoto površine, ki je 







],                                                          (5) 
kjer sta F sila in 𝐴 površina [19]. 
Soodvisnost napetosti in deformacij za enoosna napetostna stanja v materialu prikažemo z 
diagramom σ-ε (slika 7). Sprememba oblike telesa je lahko začasna ali trajna. Tako razlikujemo 
elastične deformacije (slika 7 - A), pri katerih se telo po razbremenitvi povrne v prvotno stanje 
in deformacije izginejo. Večina materialov nima jasno določene meje elastičnost, zato se 
pogosto uporablja napetost pri 0,02% deformaciji. Napetost, pri kateri se začne deformacija 
nenadoma povečevati, brez bistvenega povečanja napetosti, imenujemo meja tečenja (Rp (0,2)) 
(slika 7 - B). Poznamo tudi plastične deformacije (slika 7 - C), kjer deformacije po 
razbremenitvi ostanejo. Nato se napetost še nekaj časa povečuje in utrjevanje materiala poteka 
dokler ne doseže maksimalne napetosti. Če napetost povečujemo dovolj dolgo, lahko pride do 
porušitve materiala (slika 7 - D). Iz diagrama σ-ε lahko veliko izvemo o samem materialu [20].  
Elastični ali Youngov modul lahko definiramo tudi  iz največjega naklona krivulje iz diagrama 
σ-ε, ki je razmerje med napetostjo in relativnim raztezkom v Hookovem zakonu in velja samo 
v območju premosorazmernosti. Ko pa presežemo to območje, pridemo v območje plastičnosti, 
kjer se modul elastičnosti spreminja [21].   
 
Slika 7: Graf σ-ε [22]. 
 10 
 
Material se zaradi enoosne tlačne napetosti skrči po dolžini in razširi po širini. S tem 
razširjenjem pride do sodčkanja materiala. Materiali, ki dajejo ob porušitvi velike specifične 
raztezke, so žilavi, tisti, ki imajo ob porušitvi majhne specifične raztezke, pa so krhki. Razmerje 
med prečno in vzdolžno deformacijo je podano s Poissonovim količnikom µ. Skrček, zoženje 












  ,                                                        (8) 
kjer so 𝑙0 nedeformirana dolžina, Δ𝑙 razteg, 𝐴0 začetni prerez, Δ𝐴 sprememba prereza, ε𝑞 
relativnim raztezkom v prečni smeri in ε relativni skrček v vzdolžni smeri [23]. 
 
Slika 8: Sodčkanje materiala pod vplivom tlačnih napetosti [24]. 
Biomateriali, ki v primeru tlačnih napetosti zagotavljajo močno podporo in se ne porušijo, so 
primerni za uporabo za nosilce v regenerativni medicini. Eden takih materialov je tudi svila, saj 
v primeru tlačnih napetosti izkazuje boljšo odpornost kot nekatera sintetična vlakna. Svila je 
znana po tem, da je malo dokazov o razpokanju pri enoosni tlačni napetosti [8]. 
3. EKSPERIMENTALNI DEL  
3.1. RAZTOPINA FOBROINA 
3.1.1. Priprava raztopine fibroina 
Raztopino svilenega fibroina (SF) smo pripravili po postopku, kot ga opisuje Rockwood et al. 
Najprej smo kokone  sviloprejke Bombyx mori (slika 7) razrezali na manjše delce. Razrezane 
kokone smo 30 min kuhali v vreli raztopini 0,02 M Na2CO3 in s tem odstranili sericin. Dobljena 
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vlakna smo nato spirali z ultra čisto vodo, dokler prevodnost vode ni postala konstantna in padla 
pod 5-10 µS. Prevodnost vode smo merili s konduktometrom (Knick Portamess Cond). Vlakna 
smo čez noč sušili v sušilniku pri 65 °C.   
Svilo smo nato raztopili pri 72 °C v 9,3 M raztopini LiBr. Dobljeno raztopino fibroina smo 
dializirali v dializni membrani z ultra čisto vodo pri konstantnem pretoku vode 0,4 L / h in pri 
4 °C, dokler prevodnost vode ni padla pod 0,5 mS. Raztopino SF smo nato še centrifugirali pri 
10000 rpm, da bi odstranili morebitne nečistoče in gelirane fragmente ter jo na koncu  shranili 
pri 4 °C. 
 




Slika 10: Shematski prikaz priprave raztopine SF iz kokonov sviloprejke Bombyx mori [25]. 
3.1.2. Določevanje koncentracije raztopine fibroina 
Koncentracijo raztopine SF smo preverili spekrofotometrično, z biokemijsko metodo po 
Bradfordu. Ta temelji na spremembi barve pri valovni dolžini 590 nm barvila Coomassie 
Brilliant Blue G-250. Barvilo smo pripravili tako, da smo raztopili 100 mg barvila Coomassie 
Blue G-250 (Sigma Aldrich, ZDA) v 50 ml 95% vodne raztopine etanola. Dobljeno raztopino 
smo zmešali s 100 ml 85% vodne raztopine fosforne kisline in dopolnili z destilirano vodo do 
volumna 1 l. Barvilo smo prefiltrirali skozi fitrirni papir in ga shranili v hladilniku.  Barvilo 
smo dodali 1000-krat razredčeni raztopini fibroina, kateri smo nato izmerili absorbanco na UV-
VIS-NIR spektrofotometru (PerkinElmer Lambda 950). Kot standard pri pripravi umeritvene 
krivulje smo uporabili protein albumin (BVA–bovine serum albumin, Sigma Aldrich, ZDA). 





) = 𝑐𝑖𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒𝑛𝑎  (
µ𝑔
𝑚𝑙
) 𝑥 5                                        (9) 
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3.2. RAZTOPINA GELANSKEGA GUMIJA 
Raztopino gelanskega gumija (GG) smo pripravili z raztapljanjem prahu GG (Sigma Aldrich, 
ZDA) v ultra čisti vodi pri 90 °C. Za mešanje z raztopino SF smo uporabili 2,0 ut. % raztopino 
GG. Za primerjavo pa smo pripravili tudi 1.5 ut. %, 1 ut. % in 0.5 ut. % raztopine GG. 
3.3. BIOČRNILO 
Raztopino biočrnila smo pripravili z mešanjem različnih deležev raztopine SF, raztopine GG in 
raztopine 300mM CaCl2. Da bi preprečili geliranje raztopine GG, smo vse raztopine ločeno 
segreli v vodni kopeli do temperature 60 °C. Ko je bila dosežena želena temperatura, smo 
raztopini GG dodali raztopino CaCl2 koncentracije 300 mM. Po 5 minutah mešanja z 
magnetnim mešalom smo mešanici GG-CaCl2 primešali še raztopino SF, čemur je sledilo še 
dodatno 5-minutno mešanje z mešalom. V tabeli 1 so prikazana volumska razmerja vseh 
pripravljenih sestav biočrnila SF-GG-CaCl2 ter končna utežna razmerja raztopine GG v 
biočrnilu. 
Preglednica 2: Sestave izmerjenih raztopin biočrnil 







GG2 100 0 0 2 
GG1.5 75 0 0 1,5 
GG1 50 0 0 1 
GG0.5 25 0 0 0,5 
B75-0 75 25 0 1,5 
B75-2 75 25 0,02 1,5 
B75-4 75 25 0,04 1,5 
B75-6 75 25 0,06 1,5 
B75-8 75 25 0,08 1,5 
B50-0 50 50 0 1 
B50-2 50 50 0,02 1 
B50-4 50 50 0,04 1 
B50-6 50 50 0,06 1 
B50-8 50 50 0,08 1 
B25-0 25 75 0 0,5 
B25-2 25 75 0,02 0,5 
B25-4 25 75 0,04 0,5 




3.4. MERJENJE VISKOELASTIČNIH LASTNOSTI RAZTOPIN BIOČRNIL 
3.4.1. Reometer 
Da bi preverili obnašanje vzorcev pri geliranju, smo izmerili viskoelastične lastnosti vzorcev 
raztopin biočrnil z reometrom Anton Paar MCR 301 (Avstrija) z metodo strižne oscilacije. 
Uporabili smo stožčasto glavo premera 50 mm in 1° kotom (CP 50-1). Vzorce smo na ploščo 
reometra nanesli neposredno s pipeto. Obod stožčaste glave smo zatesnili s parafinskim oljem, 
da bi preprečili izhlapevanje vode iz vzorca. Pomerili smo viskoelastične lastnosti vzorca pri 
ohlajanju od 60 °C do 20 °C, s hitrostjo ohlajanja 0,5 °C/min.  
3.5. PRIPRAVA NOSILCEV Z ULIVANJEM  
Po določitvi primernih sestav biočrnila, glede na njihove reološke lastnosti, smo pripravili 3D 
celične nosilce. Zaradi lažjega ravnanja, smo namesto tiskanja uporabili metodo ulivanja, pri 
tem pa smo uporabili enake pogoje kot pri tiskanju.  
Nosilce smo pripravili z mešanjem različnih deležev raztopine SF, GG in raztopine CaCl2 s 
koncentracijo 300 mM. Vse tri raztopine smo ločeno segreli v vodni kopeli do 60 °C. Nato smo 
raztopini GG dodali CaCl2 ter 5 minut mešali z magnetnim mešalom, da se je Ca2+ enakomerno 
razporedil po raztopini GG. Tako nastali raztopini GG-CaCl2 smo dodali še raztopino SF in z 
magnetnim mešalom mešali še 5 minut.  
Tako pripravljene mešanice smo ulili v petrijevke, jih pustili, da se ohladijo in zgelirajo, ter jih 
nato čez noč inkubirali v raztopini etanola (75 vol.%). Naslednji dan smo raztopine etanola 
odlili in nosilce prelili z raztopino fosfatnega pufra (PBS), zato da se GG ne bi začel raztapljati. 
PBS namreč vsebuje veliko ionov, ki pomagajo pri zamreževanju GG. Vzorce smo iz petrijevk 
izrezali z okroglim rezilom premera 12 mm. 
3.6. MERJENJE VISKOELASTIČNIH LASTNOSTI NOSILCEV 
3.6.1. Cutometer 
Viskoelastičnost vzorcev smo pomerili tudi na napravi Cutometer MPA 580, Nemčija. 
Cutometer je standardna naprava za merjenje elastičnosti in drugih biomehaničnih parametrov. 
Primarno je naprava namenjena merjenju elastičnosti kože. Deluje na principu sesanja. V sondi 
se ustvari negativen tlak, ki povleče material skozi odprtino. Globina penetracije materiala je 
izmerjena z optičnim merilnim sistemom. Naprava vrne krivuljo pomika v odvisnosti od časa. 
Nepogrešljiva je v dermatologiji in kozmetiki pri testiranju učinkovitosti za vse vrste 
kozmetičnih izdelkov, z njim pa se lahko merita tudi hrana in tekstil [27]. 
Pomerili smo ulite nosilce s sestavami B50-2, B50-4, B75-2 in B75-4. Da bi preprečili dostop 
zraka, smo uporabili sondo s 4 mm odprtino in jo pozicionirali pravokotno na vzorce. Meritve 
so potekale 10 sekund, 5 pri konstantem določenem podtlaku in še 5 sekund brez tlaka, da se 
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spremlja vračanje v prvotno obliko pri tlakih od 200 do 500 mbar, z intervalom 50 mbar 
(»stopničast« potek tlaka). Vzorce smo nato pomerili še na koži s tlaki od 300 do 500 mbar in 
prav tako sesalnim časom 5 s. Vsak od vzorcev je bil podvržen tudi sesalnemu času 25 s, 
relaksacijskemu času 25 s in konstantnem tlaku 0 mbar (»trikotni« potek tlaka) .  
3.6.2. Dinamično-mehanski analizator 
Nosilce s sestavami B50-2, B50-4, B75-2 in B75-4 smo pomerili na dinamično-mehanskem 
analizatorju DMA Q800 (TA Instruments, ZDA, Delaware) pri sobni temperaturi s frekvenčno 
metodo, s frekvenco od 1 do 100 Hz. Uporabili smo prižem za strig, ki je idealen za gele, lepila 
in druge viskozne materiale. Vzorce smo pritrdili z vijaki, kjer sta bila vmes vpeta dva vzorca 
enake sestave, vsak z velikostjo 10 x 10 mm. Sredinska plošča se je pomikala z amplitudo 2 
µm in tako povzročala frekvenco, stranski plošči pa sta vzorec stiskali.  
3.7. MEHANSKE LASTNOSTI 
Mehanske lastnosti smo izmerili s tlačnim enoosnim testom  s pomočjo naprave Quasar 50 ( 
Galdabini, Italija) s 100N glavo. Dimenzije cilindričnih vzorcev so bile izmerjene s kljunastim 
merilom pred opravljenimi meritvami, kjer je D premer in h višina vzorcev. Iz D so bile 
izračunane površine A. Izmerjene so bile 3 paralelke za vsak vzorec. Iz rezultatov je bilo nato 
izračunano povprečje. Glava se je pomikala s hitrostjo 0,20 mm/min, da je bila zagotovljena 
»kvazi statična« deformacija. S pomočjo največjega naklona na krivulji napetost-deformacija 







 ,                                                (10) 
 
kjer so σ napetost, ε deformacija, Δ𝐹 je izmerjena sila glede na premik Δℎ. 
3.8. TISKANJE NOSILCEV 
Ko smo izbrali najprimernejšo sestavo črnila, smo jo stiskali na prirejenem 3D tiskalniku 
MakerBot Replicator 2X (ZDA) (slika 11). Uporabili smo raztopino črnila s sestavo B50-4 in 
natisnili preprosti obliki za demonstracijo. Originalna konica je bila odstranjena in 




Slika 11: Prirejen 3D tiskalnih MakerBot Replicator 2x 
4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. KONCENTRACIJA RAZTOPINE SF 
Pred pripravo biočrnila smo najprej izmerili koncentracijo raztopine fibroina. Ta namreč vpliva 
na viskoznost raztopine in s tem tudi posledično na viskoznost biočrnila. Ker imajo nizke 
koncentracije (pod 2 %) tudi nizko viskoznost, jih je treba dodatno koncentrirati s segrevanjem.  
Preglednica 3: Izmerjena absorbanca in koncentracija raztopine fibroina 
Ime vzorca Absorbanca Koncentracija [g/ml] 
SF 186 1 0,4291 3,9834 
SF 186 2 0,4664 5,0658 
SF 188 1 0,4249 3,8643 
SF 188 2 0,4220 3,7622 
 
Iz obeh šarž (SF 186 in SF 188) sem izračunala povprečje in nato koncentracijo po enačbi (9): 
Koncentracija SF 186: 𝑐 (
𝑚𝑔
𝑚𝑙






) 𝑥 5 = 22,623 = 2,3 % 
Koncentracija SF 186 je 2,3 %. 
 
Koncentracija SF 188: 𝑐 (
𝑚𝑔
𝑚𝑙






) 𝑥 5 = 19,066 = 1,9 % 
Koncentracija SF 186 je 1,9 %. 
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Povprečna koncentracija raztopine fibroina je bila 2,1 %, kar pomeni, da je dovolj visoka za 
nadaljnjo uporabo pri pripravi biočrnila.  
 
4.2. REOLOŠKE LASTNOSTI RAZTOPINE BIOČRNILA 
Reološke lastnosti biočrnil smo najprej pomerili na reometru, da bi lahko določili, katere 
sestave so primerne za tiskanje. Želeli smo ugotoviti, koliko GG je treba dodati, da se raztopina 
gela zamreži, čim pride iz konice 3D tiskalnika, kjer se zaradi okoliške temperature zraka 
ohladi. Raztopina mora obenem obdržati tudi zadostne viskoelastične lastnosti. Viskoelastične 
lastnosti biočrnil s sestavimi iz preglednice 2 so prikazane na slikah (13), (14), (15) in (16).  
Na sliki 13 so prikazane reološke lastnosti raztopin z različnimi vsebnostmi SF in GG, brez 
dodanih ionov Ca2+. Iz grafa lahko razberemo, da so pri visokih temperaturah (60 °C) vsa 
biočrnila v obliki raztopine. Njihovi G’ in G’’ imajo nizke vrednosti, s tem da so vrednosti G’’ 
nad vrednostmi G’. Ko temperatura pade, G’ in G’’ narasteta pri vzorcih GG2, B75-0 in B50-
0, ki vsebujejo 0 %, 25 % in 50 % SF. To je posledica geliranja GG oz. nastanka hidrogela. Z 
večanjem količine SF do 75 vol.% v biočrnilu se geliranje odvija počasneje in pri nižjih 
temperaturah. G’ in G’’ se pri raztopinah z večjo količino SF dvigneta manj kot pri tisti z večjo 
količino GG. Prav tako sta G’ in G’’ bližje, zato se tvori nestabilen gel. Torej  hidrogeli z 
večanjem količine SF oslabijo. Z večanjem količine SF v hidrogelu se tudi temperatura geliranja 
pomika proti nižjim vrednostim, saj je začetna temperatura geliranja za GG2 pri 43 °C in pade 




Slika 12: Graf odvisnosti G’ in G’’ od temperature za različne sestave biočrnil brez dodatka Ca2+ ionov in GG2 
Za 3D tiskanje SF-GG kompozitov je primerneje, da biočrnila gelirajo pri nižjih temperaturah, 
saj fibroin pri višjih temperaturah denaturira in razpada na manjše fragmente. Vendar z 
nižanjem temperature nastaja vedno bolj šibek gel, ki pa med tiskanjem ne bi imel primerne 
stabilnosti. Z dodajanjem ionov Ca2+ se povečajo privlačne sile med polisaharidnimi 
molekulami GG, ki se nato preuredijo v dvojne vijačnice in tako tvorijo močan gel. Prav tako 
z dodatkom Ca2+ gel postane bolj viskozen, ker se povečajo elekstrostatske sile med 
molekulami. Zato smo pri naslednjih poskusih raztopini GG dodali ione Ca2+ [26]. 
Slika 14 predstavlja odvisnost G’ in G’’ od temperature za vzorce s 25 vol.% SF in 75 vol.% 
GG z različnimi vsebnostmi Ca2+. Zraven je dodana tudi krivulja čistega gelanskega gumija 
GG1,5 (kjer je bil SF nadomeščen z enakim volumskim deležem vode), z namenom primerjave  
viskoelastičnih lastnosti samega GG, brez dodatka SF. Vidimo, da se z večanjem količine Ca2+ 
čas/območje geliranja daljša. Pri hidrogelu  B75-8 se geliranje začne pri 50 °C in poteka do 40 
°C, pri hidrogelu B75-0 pa se geliranje začne pozneje in poteka hitreje: začne se pri 38 °C in 
konča pri 36 °C. Geliranje pri hidrogelih B75-4, B75-6 in B75-8 poteka predolgo, zato niso 
primerni za tiskanje nosilcev. Pri višjih temperaturah so G’ višji od G’’, kar pomeni, da je 
hidrogel bolj elastičen kot viskozen. Krivulja B75-0 (s fibroinom) ima v primerjavi s krivuljo 
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Slika 13: Graf odvisnosti G’ in G’’ od temperature za sestave biočrnil B75 z različnimi vsebnostmi ionov Ca2+ in GG1,5 
Graf na sliki 15 predstavlja odvisnost G' in G'' od temperature za vzorce s 50 vol.% SF in 50 
vol.% GG z različnimi vsebnostmi ionov Ca2+. Pri vseh sestavah, razen B50-6 in B50-8, so pri 
višjih temperaturah G’ na začetku nižji od G’’. Med geliranjem se G’ in G’’ zamenjajo, da je 
pri nižjih temperaturah G’ > G’’. To se zgodi zaradi geliranja hidrogela. Izjema pri tem sta 
hidrogela B50-6 in B50-8, ki imata na začetku (pri temperaturi 60 °C) G’ višji od G’’ in se med 
geliranjem ne zamenjata. To pomeni, da je v hidrogelu preveč ionov Ca2+. Kot pri vzorcih s 25 
vol.% SF prikazanih na sliki 14, ima krivulja B50-0 (s fibroinom), v primerjavi z krivuljo GG1 
(fibroin je nadomeščen z vodo) pri nižjih temperaturah nižji G’ in G’’. Z višanjem količine 
ionov Ca2+ geliranje poteka vedno bolj počasi. Pri nizkih koncentracijah ionov Ca2+ sta pri 
nizkih temperaturah G’ in G’’ preveč blizu, kar pomeni, da se ne formira čvrst gel. Z dodatkom 
ionov Ca2+ se začetna temperatura geliranja pomakne proti višjim vrednostim. Najhitreje gelira 
sestava B50-20, saj ima najnižjo vrednost dodanih ionov Ca2+, kar se kaže s hitrim povečanjem 
G’ in G’’. Interval geliranja se povečuje z višanjem koncentracije ionov Ca2+. Vidimo, da so 
vsi G’ > G’’. Pri gelu B50-8 je G’ že na začetku (pri temperaturi 60 °C) višji od G’’ in drugih 
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Slika 14: Graf odvisnosti G’ in G’’ od temperature za sestave biočrnil B50 z različnimi vsebnostmi ionov Ca2+ in GG1   
Na sliki 16 so prikazane viskoelastične lastnosti biočrnil s 25 vol.% GG in 75 vol.% SF in z 
dodatkom različnih količin ionov Ca2+. Zraven je dodana tudi krivulja čistega gelanskega 
gumija GG0,5. Enako kot na sliki 15 se, ko se zniža koncentracija GG, geliranje pomakne proti 
nižjim temperaturam in G’ in G’’ padeta, kar pomeni nastanek šibkega gela. V primerjavi s 
krivuljo B25-0 (biočrnilo z dodatkom fibroina) ima krivulja GG0,5 (fibroin je nadomeščen z 
vodo) pri nižjih temperaturah višji G’ in G’’. Tvori se močnejši gel zaradi sterične interakcije 
med dolgimi polipeptidnimi verigami SF in polisaharidnimi modekulami. Višje vsebnosti Ca2+ 
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višjih temperaturah tvorita šibek gel, ker sta G’ in G’’ previsoka (G’’ je višji od G’) in geliranje 
poteče prehitro. Tudi vzorci z najvišjo vsebnostjo ionov Ca2+ tvorijo prešibek gel za 3D tiskanje. 
 
Slika 15: Graf odvisnosti G’ in G’’ od temperature za sestave biočrnil B25 z različnimi vsebnostmi ionov Ca2+ in GG1   
4.3. CUTOMETER 
Slika 17 predstavlja odvisnost pomika od časa za vzorec B50-2 pri tlakih od 200 do 500 mbar. 
Krivulje najprej zaradi apliciranja tlaka strmo zrastejo in se nato linearno vzpenjajo, kar 
pomeni, da je prišlo do lezenja materiala. Po 5 sekundah delovanja tlaka material še vedno leze, 
krivulje pa nenadno padejo, a se ne povrnejo v začetno stanje, kar pomeni, da je prišlo do 
plastične deformacije.  
Vidimo, da se z višanjem tlaka povečuje pomik materiala. Vendar pa je to višanje nelinearno, 
saj so krivulje pri višjih tlakih vedno bolj skupaj, kar nakazuje, da smo v nelinearnem področju. 
Krivulja pri 400 mbar je višja od krivulje pri 500 mbar zaradi nenatančnosti merilne naprave. 
Kadar vzorci niso popolnoma ravni na površini, lahko pride do nenatančnih rezultatov. Vendar 
se kljub temu vidi močna viskozna komponenta, saj pomik zaostaja za spremembo tlaka. Iz tega 
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Slika 16: Graf odvisnosti pomika od časa pri različnih tlakih za vzorec B50-2 
Na sliki 18 so prikazane krivulje v odvisnosti pomika od časa pri 500 mbar. Vidimo, da ni 
očitnih razlik med merjenjem v petrijevki in na koži, saj so krivulje pomerjene na koži blizu 
tistim v petrijevkah. Izjema je sestava B75-4, ki je bila pomerjena na koži, ampak, tukaj je 
verjetno vzrok za večjo razliko v nenatančnosti naprave in neponovljivosti meritev. Vzorec z 



























Slika 17: Graf odvisnosti pomika od časa pri različnih sestavah pomerjenih v petrijevkah in na koži 
Na sliki 19 so prikazane krivulje odvisnosti pomika pri sesalnem času 25 s, relaksacijskega času 
25 s in 25 s konstantnem tlaku 0 mbar za vzorce s sestavo B50-2, B50-4, B75-2 in B75-4. 
Zopet vidimo, da vse krivulje zaostajajo za spremembo tlaka, kar pomeni, da so vse sestave 
zelo viskozne. Najbolj se deformira krivulja, ki pripada vzorcu B50-2, sledi ji B50-4, ki ima 
očitno že preveliko količino ionov Ca2+. Krivulji vzorcev s 50 vol.% fibroina sta nad krivuljama 
vzorcev B75-2 in B75-4, saj vsebujeta več SF, ki nosilcu da mehansko trdnost. Vendar pa 
krivulje pri vzorcih z večjo količino GG (B75-2 in B75-4), hitreje padejo. Noben od vzorcev se 

























Slika 18: Odvisnost deformacije oz. pomika od časa za »trikotni« potek tlaka 
4.4. DINAMIČNO-MEHANSKI ANALIZATOR 
Slika 20 prikazuje G’ in G’’ v odvisnosti od frekvence oscilacije pri sobni temperaturi. Izmerili 
smo viskoelastične lastnosti vzorcev s sestavami: B50-2, B50-4, B75-2 in B75-4. Pri vseh 
vzorcih opazimo, da sta G’ in G’’ do 20 Hz praktično neodvisna od frekvence, saj ni nikjer 
opaziti znatnejšega naklona krivulj. Nad 20 Hz pride do napake meritve, do šuma, saj pri 
visokih frekvencah vzorci niso mogli slediti deformaciji. Vse krivulje G’ so okoli 10-krat višje 
kot G’’, kar nakazuje na močan, zamrežen gel. Z večanjem količine GG se tudi G’ in G’’ 
zvišujeta, saj imata nosilca B75-2 in B75-4 več GG in tudi SF ni zamrežen. Prav tako se z 
večanjem količine ionov Ca2+, zvišujeta G’ in G’’ saj imata nosilca B50-4 in B75-4 višje G’ in 
G’’ kot B50-2 in B75-2. Več vpliva kot vsebnost GG ima vsebnost ionov Ca2+ saj imata nosilca 
B50-4 in B75-4 najvišja G’ in G’’. Najmočnejši nosilec je torej nosilec B75-4, saj vsebuje 75 
























Slika 19: Graf odvisnosti G’ in G’’ od frekvence pri sobni temperaturi za vzorce B50-2, B50-4, B75,2 in B75-4 
4.5. ENOOSNI TLAČNI PREIZKUS 
Na napravi za tlačne meritve smo izmerili mehanske lastnosti higrogelov. Graf na sliki 21 
prikazuje odvisnost σ-ε za nosilec s sestavo B50-2. 
Na vzorcu s sestavo B50-2 lahko vidimo, da je začetek krivulje konkavne oblike, kar je verjetno 
posledica neparalelnih ploskev nosilca. Krivulja nato doseže najvišji naklon iz katerega se 
izračuna elastični modul (slika 21 - oranžna premica). Pri tem napetost in deformacija 
sorazmerno naraščata. Običajno potem pride do porušitve vzorca, ker je presežena plastična 
trdnost in se pretrgajo verige v nosilcu (na grafu se to vidi kot položnejši del krivulje). Sledi 
padec krivulje, ker vzorec držimo na neki deformaciji, sila pa se znižuje. To je posledica lezenja 
materiala. Po razbremenitvi se krivulja nekoliko povrne zaradi elastične deformacije v 
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Slika 20: Graf σ-ε za nosilec s sestavo B50-2 
Vrednosti povprečnih elastičnih modulov izračunanih iz naklonov so predstavljene na sliki 22. 
Vzorec B75-2 ima relativno nizek elastični modul. Dodatek ionov Ca2+ pripomore k znatnem 
povečanju elastičnega modula pri B75-4; skoraj za 50 %. Enak pojav se zgodi z vzorcema  B50-
2 in B50-4, ki imata 50 vol.% SF, a različno količino ionov Ca2+. Ker je v vzorcih B50-2 in 
B50-4 50 vol.% SF, se povečajo elastični moduli v primerjavi z B75-2 in B75-4. Prav tako ioni 
Ca2+ vplivajo na sekundarno strukturo fibroina [9]. Vemo namreč, da dodatek ionov Ca2+ do 
neke mere povečuje nastanek β-ravnin v fibroinu. Te ravnine so kristalinični del proteina in 
pripomorejo k višjemu elastičnemu modulu. Torej, mogoče je, da smo tu zadeli območje prave 
količine ionov Ca2+, ki ga potrebujemo, da je fibroin bolj kristaliničen. V vzorcu B50-4, ki ima 
enako količino SF kot vzorec B50-2, je več ionov Ca2+ in zato njegov elastični modul naraste 
in mehanske lastnosti so boljše. Od stolpcev B75-2 do B50-4 se vidi pojav, da večanje količine 
SF povečuje elastični modul, kar je tudi pričakovano, saj fibroin dosega med naravnimi 
polimeri najvišje vrednosti. Pri vzorcih B25-2 in B25-4 se to malo obrne. Količina fibroina v 
teh vzorcih je 75 vol.%, vendar je to očitno preveč, ker je GG že preveč razredčen in količina 
ionov Ca2+ ne zadostuje za njegovo zamreževanje. Glede na elastični modul so najprimernejši 
nosilci pripravljeni iz biočrnil sestav B50-4 in B25-2. Slednji ima nižji elastični modul, vendar 
pa je nižji delež gelanskega gumija v sestavi biočrnila primernejši za uporabo v regenerativni 
medicini. GG kot polisaharid predstavlja vir hranil za bakterije. Zato večji delež GG posledično 






















Slika 21: Graf povprečnih elastičnih modulov za različne sestave biočrnil 
4.6. TISKANJE NOSILCEV 
Glede na rezultate, ki smo jih pridobili z merjenjem reoloških lastnosti in E modula smo izbrali 
primerno sestavo za tiskanje. Z uporabo biočrnila sestave B50-4 smo s 3D tiskalnikom najprej 
stiskali enostavnejši nosilec, cilindričen obroček z višino 5 mm (slika 23), ki bi v regenerativni 
medicini služil za regeneracijo žil. Kot zahtevnejšo obliko nosilca smo nato natisnili repliko 
kolenskega meniskusa (slika 24) za regeneracijo kolenskega hrustanca. 3D tiskalnik je bil 
prilagojen tako, da smo spodnjo ploščo hladili, s tem smo omogočili hitrejše ohlajanje in tako 
tudi hitrejše zamreževanje GG v biočrnilu, ki med tiskanjem drži obliko nosilca. Sliki 23 in 24 
prikazujeta nosilce takoj po tiskanju. Oba nosilca sta med tiskanjem obdržala obliko, s čimer 
















Slika 22: Cevasti nosilec 
 
Slika 23: Replika kolenskega meniskusa 
5. ZAKLJUČKI 
V okviru diplomske naloge smo pripravili biočrnila na osnovi fibroina z dodatkom gelanskega 
gumija in ionov Ca2+, pri čemer smo spreminjali deleže le-teh.  Raziskovali smo kako sestava 
oziroma delež posameznih komponent vpliva na reološke lastnosti črnil za 3D tiskanje. 
Ugotovili smo, da biočrnila z večjo količino fibroina tvorijo šibkejše mreže hidrogelov, vendar 
jih lahko uporabimo pri nižjih temperaturah, ki so pomembne za ohranjanje strukturnih lastnosti 
fibroina. Njihovo geliranje se namreč pomakne proti nižjim temperaturam. Kadar v sestavi 
biočrnila prevladuje večja količina GG, se tvorijo močni hidrogeli z ozkim intervalom geliranja, 
vendar so temperature geliranja višje.  Šibke hidrogele lahko dodatno zamrežimo z dodajanjem 
ionov Ca2+ v sestavo biočrnila, vendar s tem podaljšamo čas geliranja. Hitro geliranje je 
prisotno le pri sestavah z nižjo vsebnostjo ionov Ca2+, kar se kaže s hitrim povečanjem G’ in 
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G’’. Nizka viskoznost raztopine biočrnila pri visokih temperaturah, močna zamreženost pri 
nizkih temperaturah in hitro geliranje so parametri pomembni za 3D tiskanje biočrnil. Glede na 
omenjene parametre smo določili, da primerna sestava za tiskanje vsebuje 50 vol.% fibroina, 
50 vol.% gelanskega gumija in 0,04 ml raztopine CaCl2 s koncentracijo 300 mM, Delež 
gelanskega gumija lahko znižamo do 25 vol.%, vendar s tem znižamo tudi elastični modul 
končnega celičnega nosilca. 
Na koncu smo stiskali dva nosilca, s čimer smo potrdili hipotezo, da se za 3D tiskanje lahko 
uporablja naravni polimer fibroin, če mu dodamo termoobčutljiv polisaharih GG.  
6. LITERATURA IN VIRI  
[1] DO, A.-V., KHORSAND, B., GEARY, S. M., SALEM, A. K. 3D Printing of Scaffolds 
for Tissue Regeneration Applications. Advanced Healthcare Materials [online], 2015, vol. 4, 
no. 12, str. 1742-1762 [citirano 12.1.2017]. Dostopno na svetovnem spletu: 
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4597933/> 
[2] MURPHY, S. V., ATALA, A. 3D bioprinting of tissues and organs. Nature 
Biotechnology, 2014, vol. 32, no. 8, 773-785 str. [citirano 12.1.2017]. Dostopno na svetovnem 
spletu:<http://www.nature.com/nbt/journal/v32/n8/full/nbt.2958.html?foxtrotcallback=true> 
[3] 3-D bioprinter to print human skin [online]. ScienceDaily, 2017 [citirano 3.5. 2017]. 
Dostopno na svetovnem 
spletu:<www.sciencedaily.com/releases/2017/01/170123090630.htm> 
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